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背景と目的 
リ パ ー ゼ (triacylglycerol acylhydrolases, EC 
3.1.1.3) とは、脂質を基質としてそのエステル結
合を加水分解する酵素であり、トリグリセリドを
分解して脂肪酸を遊離するものを指す。立体選択
性に優れ、環境に負荷をかけない生体触媒である。
熱安定性や有機溶媒耐性などが由来微生物によ
り様々であるため、多種多様なリパーゼが広く産
業利用されている。本研究で用いた土壌中細菌 
Ralstonia sp. NT80 (NT80)のリパーゼ遺伝子(lip80)
は、既に当研究室でクローニング及びシークエン
シングが完了している。stearyl alcohol (StOH) や 
polyoxyethylene (20) oleyl ether (POE20) 等を誘導
剤として用いた場合に、NT80 における分泌型リ
パーゼ(Lip80)の発現量が飛躍的に向上すること
を既に見出している  (超誘導発現システム)。
Lip80 は未精製のものではあるが、高い熱安定性、
基質特異性、立体選択性が観察されている。そこ
で本研究では、Lip80の酵素特性理解を目的とし、
分子量、塩析分離、イオン強度による分画を利用
して Lip80を単離精製し、その機能を解析した。 
 
実験方法 
Lip80 単離精製 
POE20を添加したポリペプトン培地でNT80 wt
を 72 h培養し、その培養上清に含まれる Lip80を
10kDa MWCO 限外ろ過カラムにより濃縮し、
20mM Tris-HCl (pH 8.5)へのバッファー交換を行
った。その後、Resource Q カラム(GE healthcare)
を用いて夾雑タンパク質を除去、アセトン沈殿法
により濃縮し、精製 Lip80 を得た。 
リパーゼ活性測定 
10 mM p-nitrophenyl laurate (pNP) in 2-propanol
を基質溶液とした。これを 50 mM KPB (pH7.0)と
混合し 50℃で 10 分間プレインキュベートした。
その後、希釈した精製リパーゼ溶液を加え、10分
間反応させた。405nmでの吸光度を測定し、リパ
ーゼ活性を評価した。なお 1 ユニット [U]の定義
は 1分間に 1 μmol の pNP を遊離させるために必
要な酵素量を指す。  
酵素特性解析 
至適温度については反応温度を 30~90℃に変化
させ、加水分解活性を測定した。熱安定性は精製
Lip80 を各温度(30~90℃)で 1 時間プレインキュベ
ートした後、50℃で 10 分間反応させて残存活性
を測定した。耐熱性については 50~70℃において
10 分ごとに 1 時間プレインキュベートした後、
50℃で 10 分間反応させた場合の残存活性を測定
した。さらに、各 pH(4~9)のバッファーを反応液
として用いることで至適 pH を求めた。基質特異
性は、10 mM p-nitrophenyl carboxylate (C2 - C18) in 
2-propanol を基質溶液とし、50℃、10 分間の酵素
反応により決定した。 
0.5 or 5 mM 金属イオン、または 0.1 or 5%の界
面活性剤を含む反応液を用いて酵素活性を測定
することでリパーゼ活性への添加物の影響を評
価した。同様にして、阻害剤や変性剤によるリパ
ーゼ活性への影響も測定した。有機溶媒耐性は、
40%、90% (v/v)の有機溶媒を含む溶液中で 1時間
インキュベートした後に酵素反応を行い、各残存
活性を測定した。さらに、30% (v/v)有機溶媒存在
下における酵素活性についても測定した。 
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結果および考察 
Lip80 単離精製 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 SDS-PAGE による Lip80 精製確認 
陰イオン交換クロマトグラフィーによって、
NT80 wt由来リパーゼの単離精製に成功した。リ
パーゼ活性は 2034 [U/mg]であった。 
酵素機能解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 Lip80 の至適温度及び熱安定性 
精製 Lip80は、50℃で最も高い活性を示し、60℃
においても最大値の約 60%の活性を示した。また、
Lip80 を各温度で 1 時間インキュベートした後の
残存活性は 90℃の処理で完全に失活したものの、
60℃の処理でも約 67%保持された(Fig. 2)。この結
果を受けて酵素反応温度を 50℃に設定し、Lip80
の活性至適 pH を調べた。その結果 Lip80は pH9.0
で最大活性を示した。 
続いて、Lip80 の p-nitrophenyl carboxylate に対
する特異性を調べた。長鎖脂肪酸を含む基質への
活性が高く、p-nitrophenyl myristate (C14)に対して
最も高いリパーゼ活性を示した。 
さらに、Lip80 の活性に及ぼす金属イオンの影
響を調査した。その結果、Ca2+、Mg2+、Fe3+は 5 mM
でリパーゼ活性を約 20%ほど阻害したが、その他
の金属イオンは Lip80 の活性に影響を及ぼさなか
った。EDTA 存在下においてリパーゼ活性が阻害
されなかったことから、金属原子を補因子として
必要としない酵素であることが分かった。 
同様に，界面活性剤が Lip80 の活性に及ぼす影
響を調査した。0.1% (v/v)の界面活性剤存在下にお
けるリパーゼ活性は、陰イオン性界面活性剤であ
る SDSによって約 77% 阻害された。一方、非イ
オン性界面活性剤ではリパーゼ活性に変化がな
かった。5% (v/v)存在下では大きく阻害された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 Lip80 の有機溶媒耐性 
さらに、有機溶媒存在下における酵素の安定性
を調べた(Fig. 3)。40% (v/v) の DMSOはリパーゼ
活性を約 29%向上させた。40%、90% (v/v)アセト
ン存在下ではともにリパーゼ活性がわずかに向
上した。さらに有機溶媒を 30% (v/v)含む反応液中
で酵素反応を行ったところ、エタノール、2-プロ
パノールを除く 4種の各有機溶媒においてリパー
ゼ活性が増加した。 
まとめ 
Ralstonia sp. NT80 が分泌する Lipaseの精製に
成功した。 
本酵素は長い炭素差を有する基質に対して特
異性を示し、高い熱安定性と有機溶媒耐性を持つ
ことが明らかになった。 
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